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摘要 AW: 在 大 肠 杆菌 宿主 中 过 量 表 达 丁 二 酮 还 原 酶 (DAR)， 同 时 构建 辅酶 NADH 原 位 再 生 
系统 ， 利 用 全 细胞 高 效 催化 丁 二 酮 不 对 称 还 原 合成 (9)- 乙 偶 姻 。 方法: PCR RAB HEAT 


Isi (Paenibaci | luspolymyxa) dar 基因 , 连 到 质粒 pETDuet-1, 转化 至 大 肠 杆 菌 (Escher ichia 
coli) BL21 (DE3) ， 构 建 重组 菌 E. co// BL21 (DE3) -DAR; 通过 HiTrap TALON 柱 亲 和 层 析 纯 
化 表达 产物 DAR BEA, Me DAR 的 比 酶 活 和 分 子 动力 学 参数 。 在 重组 菌 E coli 
BL21(DE3)-DAR 中 构建 辅酶 NADH /f £z PE ERA, De RA GA Aw HF AA (Bacillus 
subtilis) 的 葡萄 糖 脱 气 酶 (GDH)， 构 建 重组 菌 E col; BL21(DE3) -DAR/ZGDH， 并 以 此 重组 
菌 为 全 细胞 生物 催化 剂 ， 优 化 催化 条 件 ， 提 高 (9- 乙 偶 姻 的 产量 和 产 率 。 结 果 : 获得 重组 工 


程 菌 E coli BL21 (DE3) -DAR 和 E. co// BL21 (DE3) -DAR/GDH。DAR 以 NADH 为 辅酶 还 原 丁 
的 米色 常数 办、 最 大 催化 速率 以、 催化 常数 KK, 分 别 为 2.59 mM, 1.64 umol/Lminmg, 12.3 


/s， 还 原 丁 二 酮 生成 (9- 乙 偶 姻 光学 的 纯度 为 95. 86 %， 具 有 较 好 的 催化 效率 和 立体 异 构 体 
选择 性 。 构 建 辅酶 NADH 原 位 再 生 系统 后 ， 重 组 菌 E. coli BL21 (DE3) -DAR/GDH 可 高 效 催 化 丁 
二 酮 合成 乙 偶 姻 。 在 最 优 催化 条 件 下 分 批 补 料 ， 乙 偶 姻 产量 达 51.26 g/L, FL 81. 37 %， 
生产 速率 5. 13 g/ (Lh) 。 结 论 : 使 用 非 手 性 化 合 物 原料 丁 二 酮 生产 高 附加 值 的 手 性 化 合 物 
(9)- 乙 偶 姻 ， 以 重组 菌 为 全 细胞 生物 催化 剂 合成 (8- 乙 偶 姻 ， 不 需 额 外 添加 昂贵 的 辅酶 ， 具 
有 较 高 的 生产 应 用 价值 。 
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Abstract: Objective: The whole-cell biocatalyst, overexpressing diacetyl reductase (DAR) and 
introduced in situ-NADH regeneration systems was applied to improve (S)-acetoin production 
from prochiral diacetyl. Methods: The gene encoding DAR from Paenibacillus polymyxa was 
cloned and expressed in Escherichia coli. Recombine DAR was purified by HiTrap TALON 
affinity chromatography, then enzyme activities and molecular kinetic parameters of purified DAR 
were measured. NADH In-situ regeneration system based on glucose dehydrogenase (GDH) from 
Bacillus subtilis was introduced. The whole-cell biocatalyst, overexpressing DAR and GDH was 
applied to (S)-acetoin produce and the reaction conditions were optimized. Results: DAR showed 
a high catalytic efficiency and enantioselective (enantiomeric purity 95.86%). The Km, Vmax and Keat 
values of DAR for diacetyl were 2.59 mM, 1.64 umol/L-minmg and 12.3/s, respectively. The 
whole-cell biocatalyst, introduced in situ-NADH regeneration systems resulted in higher 
(S)-acetoin concentration, productivity and yield form diacetyl. Under optimal conditions in 
fed-batch bioconversion, 51.26 g/L (S)-acetoin was produced from 63 g/L diacetyl with a 
productivity of 5.13 g/(L-h). Conclusion: The compound of prochiral diacetyl was used as 
substrate for asymmetric synthesis of high value chiral (S)-acetoin. The results demonstrated that 
whole-cell biocatalyst, introduced in situ-NADH regeneration systems, can effectively improve 


the production of (S)-acetoin with good applicability and economic performance. 
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乙 偶 姻 (acetoin, AC), XA 3- 羟 基 -2- 丁 酮 ， 甲 基 乙 酰基 原 醇 ， 天 然 存在 于 玉米 、 草 莓 、 
和 葡萄、 可 可 、 酒 类 等 食品 中 。 乙 偶 姻 具有 特殊 的 奶油 、 白 脱 样 香气 ， 高 度 稀释 后 散发 令 人 愉 
快 的 奶 香气 ， 是 一 种 应 用 广泛 、 符 合 国家 标准 GB2760-86 的 食品 香料 添加 剂 由 3。 同 时 ， 乙 
偶 姻 作为 一 种 重要 的 四 碳化 合 物 ，2004 年 被 美国 能 源 部 列 为 30 种 优先 开发 利用 的 平台 化 合 
物 之 一 , 在 烟 酒 、 化 妆 品 、 医 药 、 化 工 等 行业 具有 广泛 的 用 途 , 全 球 需求 量 超过 一 万 吨 /年 B3 
乙 偶 姻 分 子 内 含 手 性 矶 原子 ， 存 在 (5)- 乙 偶 姻 和 (R)- 乙 偶 姻 两 种 立体 异 构 体 。 单 一 构 型 的 乙 
偶 姻 不 仅 具 有 普通 乙 偶 姻 的 基本 功能 ， 还 因 其 独特 的 立体 结构 在 不 对 称 合成 方面 优势 突出 ， 
尤其 在 高 附加 值 手 性 药物 中 间 体 、 化 学 中 间 体 、 液 晶 材料 等 方面 具有 重要 应 用 ， 因 此 光学 纯 
(9)- 乙 偶 姻 的 应 用 范围 和 市 场 前 景 远 超 普 通 乙 偶 姻 。 
目前 ,国内 外 生产 乙 偶 姻 的 方法 主要 为 化 学 合成 法 和 微生物 合成 法 。 研 究 及 应 用 较 多 的 


> 化 学 合成 法 是 丁 二 酮 部 分 加 氧 还 原 法 和 2,3- 丁 二 醇 选 择 性 氧化 法 四。 这 两 种 化 学 合成 方法 均 
Q 存在 产品 回收 率 低 、 环境 污染 严重 、 容易 迭 杂 致癌 致 病 化合 物 等 缺点 。 随 着 生活 水 平 的 提高 ， 
e 人 们 对 天 然 绿 色 产 品 的 需求 越 来 越 高 , 微生物 发 酵 生产 的 乙 偶 姻 属于 天 然 香料 ， 其 市 场 价格 
= 要 远 远 高 于 化 学 合成 的 产品 .自然界 中 许多 微生物 能 够 利用 和 葡萄糖 等 碳 源 物 质 经 糖 酵 解 途径 
co 代谢 产生 乙 偶 姻 。2007 年 Xiao ORARIA (Bacillus subtilis) CICC 10025 发 本 
o 乙 偶 姻 ， 产 量 34.5 g/L， 生产 速率 0.627 g/(L:h). 2012 4E 3K 1 JE 55 USURI Z ST Tj 
~ CPaenibacillus polymyxa) LY107， 以 葡萄 糖 / 木 糖 为 底 物 发 酵 生产 乙 偶 姻 ， 产 量 23.9 g/L, 


生产 率 0.569 g/(L:h).2013 EFE KPIR E FPF WS B. subtilis CCTCC M 208175 为 发 酵 菌株 ， 
通过 补 料 分 批发 酵 手 段 生 产 乙 偶 姻 ， 产 量 58.7 gL， 生 产 速率 1.22 g/(L-h)。 尽 管 微生物 发 酵 
生产 天 然 乙 偶 姻 取得 了 丰硕 的 研究 成 果 , 但 与 传统 化 学 法 一 样 , 天然 菌株 发 酵 生产 的 乙 偶 姻 
通常 是 (5)- 乙 偶 姻 和 (R)- 乙 偶 姻 两 种 立体 异 构 体 的 混合 物 B, 0， 且 o- 乙 酰 乳 酸 自发 氧化 脱羧 产 
生 丁 二 酮 的 效率 很 低 ， 乙 偶 姻 生产 菌株 的 主要 产物 是 (R)- 乙 偶 姻 ，(5)- 乙 偶 姻 仅 作为 副 产 物 
存在 ， 所 占 比例 极 低 。 此 外 (R)- 乙 偶 姻 和 (5)- 乙 偶 姻 的 物理 化 学 性 质 相 近 ， 需 经 过 工艺 复杂 
的 手 性 拆 分 才能 获得 一 定 旋 光度 的 乙 偶 姻 ,成 本 高 晶 ， 导 致 (9)- 乙 偶 姻 的 市 场 价格 居 高 不 下 ， 
极 大 地 限制 了 其 发 展 和 应 用 。 

酶 催化 法 是 应 用 微生物 酶 作为 催化 剂 直接 进行 氧化 还 原 反 应 。 已 有 报道 利用 丁 二 酮 还 
原 酶 催化 丁 二 酮 合成 (9)- 乙 偶 姻 ， 或 利用 (R,R)-2,3- 丁 二 醇 脱 氢 酶 催化 (RR)-2,.3- 丁 二 醇 氧化 合 
成 (RN)- 乙 偶 姻 0 25， 产物 单一 ， 光 学 纯度 高 。Gao 等 B 利 用 纯化 的 羧基 还 原 酶 和 和 葡萄糖 脱 氧 
酶 体外 合成 (9)- 乙 偶 姻 ， 产 量 12.2 gL， 生 产 速 率 9.76 g/(L-h). ^E MCR BUR, [Hr 
低 ， 同 时 酶 的 提取 纯化 还 存在 工艺 复杂 、 成 本 高 、 稳 定性 差 等 问题 。 
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全 细胞 生物 催化 (Whole-cell biocatalysis) 是 利用 完整 的 细胞 作为 催化 剂 进行 转化 ， 其 
本 质 是 利用 细胞 内 的 酶 进行 催化 , 综合 了 发 酵 法 和 酶 法 催化 的 优点 ， 具 有 高 立体 异 构 体 选择 
性 5]。 本 研究 首先 在 大 肠 杆菌 (Escherichia coli) 宿主 中 过 量 表达 多 粘 芽孢 杆菌 DSM 365 
的 丁 二 酮 还 原 酶 (Diacetyl reductase, DAR) 04， 然 后 在 重组 菌 已 cor BL21(DE3)-DAR 5| 
入 辅酶 NADH 原 位 再 生 系统 ， 协 同 表达 枯草 芽孢 杆菌 B. subtilis 168 葡萄 糖 脱氧 酶 〈Glucose 
dehydrogenase, GDH)， 利 用 全 细胞 高 效 不 对 称 还 原 催化 丁 二 酮 合成 乙 偶 姻 。 采 用 分 批 补 料 
策略 ， 乙 偶 姻 产量 达到 51.26 gL， 生产 效率 5.13 g/(Lh). 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 


1.1.1 菌株 、 质 粒 与 引物 


菌株 、 质粒 与 引物 见 表 1. E. coli DH5a 和 E. coli BL21(DE3) 分 别 用 做 克隆 宿主 和 表达 宿 


主 ，pETDuet-1 为 出 发 表达 质粒 。 


表 1 菌株 、 质 粒 与 引物 


Table1. Strains, plasmids and primers 


Strains, plasmids and primers Feature or sequence Source 
Strains Feature 

P. polymyxa DSM 365 Mutant 本 实验 室 选 育 
B. subtilis 168 ATCC 27370 本 实验 室 保存 
E. coli DH5a supE44 AlacU169 (980 lacZ AMI15) hsdR17 recAl endAl Novagen 


gyrA96 thi-1 relA1 
E. coli BL21(DE3) F- ompT hsdSB (rB-mB^) gal (4. c 1857 ind1 Sam7 nin5 Novagen 
Ip & 


lacUV5 T7genel) dcm (DE3) 


E. coli BL21(DE3)-pETDuet E. coli BL21(DE3)carrying pETDuet-1 This study 
E. coli BL21(DE3)-DAR E. coli BL21(DE3) carryingpETDuet-dar This study 
E. coli BL21(DE3)-DAR/GDH E. coli BL21(DE3) carryingpETDuet-dar/edh This study 
Plasmids Feature 

pETDuet-1 Overexpression vector; Amp" Novagen 
pETDuet-dar dar in pETDuet-1 This study 
pETDuet-dar/gdh dar and gdh in pETDuet-1 This study 
Primers Sequence 

P1 (dar- BamH I-F) 5'- CGCGGATCCGGAACTTAAGAATAAAACAGC -3' 

P2 (dar- Hind WI-R) 5'- CCCAAGCTTCTACTGTGGGTTGGTTGT -3' 

P3 (gdh-Nde I-F) 5'-GGAATTC CATATG TATCCGGATTTAAAAGG-3' 


P4 (gdh-Aat II-R) 5'-TATCCA GACGTC TTAACCGCGGCCTGC-3' 


1.1.2 培养 基 与 缓冲 液 


LB 培养 基 〈1L): 和 蛋白 肛 10 g， 酵 母 提 取 物 S g，NaCl 10 g，pH 7.0， 用 于 大 肠 杆菌 种 


子 活化 ， 重 组 了 


[ 程 菌株 诱导 表达 。 


BERS EAR HW (100 mmol/L): 溶液 A，0.2 mol/L KH2PO4; 溶液 B，0.2 mol/L K2HPO4。 


参照 4 精 编 分 子 


定 容 至 200 mL， 得 到 相应 pH 值 的 磷酸 钾 缓冲 液 。 


1.1.3 工具 酶 与 试剂 


生物 学 实验 指南 》05 表 A.1.3 所 列 pH 混合 体系 混合 溶液 A 和 溶液 B, 加 ddH2O 


限制 性 内 切 酶 、 碱 性 磷酸 酶 (CPI)T4 DNA 连接 酶 购 自 NEB 公司 ;PrimeSTAR GXL DNA 


聚合 酶 购 自 大 连 宝生 物 有 限 公司 ; 2 
DNA 回收 试剂 盒 购 自 天 根 生化 《北京 ) 科技 有 限 公 司 ; 


pal A D] 2 


(IPTG). JE Re uu — ERE ONADH/NADO 购 自 生 工 生物 


丁 二 酮 购 自 上 海 贝 合 化 了 


DNA 序列 测定 服务 


以 上 。 


1.2 方法 


1.2.1 重组 质粒 的 构建 


根据 NCBI 中 多 粘 芽孢 杆菌 DSM 365 全 基因 乡 
KT717931)， 枯 草 芽 也 


CP019663.1) 分 别 设计 引物 P1/P2 和 P3/PA (R 1)。 提 取 多 粘 芽孢 杆菌 


[有 限 公 司 ; 酵母 提取 物 和 和 蛋 
日 南京 金 斯 瑞生 物 科 技 有 限 公司 提供 。 其 它 化 学 试剂 均 为 国产 分 析 纯 或 


H dar 基 


日 提取 试剂 盒 、 质 粒 小 提 试 剂 盒 、 琼 脂 糖 凝 胶 
氮 茶 青霉素、 异 丙 基 硫 代 半 乳糖 昔 
Ke (上 海 ) ARAT; 


AHERN Oxoid 公司 产品 ， 引 物 合成 、 


因 序 列 CGeneBank Accession No. 
包 杆 菌 B. subtilis168 全 基因 组 gdh 基因 序列 CGeneBank Accession No. 


DSM 365 基因 组 并 


作为 模板 ， 以 P1、P2 引物 进行 PCR 扩 增 ， 得 到 dar 片段 ; 提取 枯草 芽 孢 杆菌 B. subtilis 168 


基因 组 # 


S 


参照 Takara PrimeSTAR GXL DNA 


Ke 


作为 模板 ， 以 P3、P4 引物 进行 PCR 扩 增 ， 得 到 gdh 片段 。PCR 反应 体系 和 程序 


酶 产品 说 明 书 。 纯 化 后 的 dar 片段 用 BamH UI Hind 


II 双 酶 切 ， 连 接 到 经 过 相同 酶 切 的 pETDuet-1 上 ， 构 建 重组 质粒 pETDuet-dar。 以 同样 的 方 


二 < 


去 将 gdh 片段 月 


H Nde I 和 Aat II XX BE UJ, 


连接 至 


| pETDuet-dar E, 


得 到 重组 质粒 


pETDuet-dar/gdh. + pETDuet-1 以 及 上 述 构 建 得 到 pETDuet-dar, pETDuet-dar/gdh 质粒 分 


别 转化 至 大 肠 杆 菌 BL21(DE3) 中 , 得 到 E.coli BL21(DE3)-pETDuet、 E.coli BL21(DE3)-DAR、 


E.coli BL21(DE3)-DAR/GDH 重组 菌 。 


1.2.2 DAR 的 表达 和 纯化 


将 构建 好 的 重组 菌 已 coli BL21(DE3)-DAR 过 夜 活化 ， 按 2 % 接 种 量 转 接 至 新 鲜 LB E 


养 液 ，37°C 培养 至 OD600 为 0.6~0.8， 加 入 0.2 mM IPTG Ja, 20°C 诱导 12h. 离心 收集 菌 体 ， 


用 生理 


TH 


盐水 洗涤 2 次 后 重 悬 于 结合 缓冲 液 (20mM 磷酸 钊 ，500 mM NaCl, pH 7.4), WK 


超声 破碎 ， 超 声 后 菌 体 于 4°C 经 12 000r/min 离心 30 min 收集 上 清 液 ， 用 HiTrap TALON 
柱 亲 和 层 析 纯化 ， 调 整 洗 脱 缓冲 液 咪唑 浓度 ， 收 集 目标 蛋白 洗 脱 液 ， 用 PD-10 Desalting 
columns 柱 脱盐 除 咪 唑 后 置 于 -80?C 冰箱 保存 备用 。 


P2 


1.2.3 DAR 的 酶 学 性 质 分 析 


1 mL 酶 活 测 定 反 应 体系 中 含 100 mM REER (pH 6.00. 5mM 丁 二 酮 、0.2 mM 


NADH 和 一 定量 的 酶 液 ， 通 过 340 nm 处 吸光 值 的 减少 间接 检测 丁 二 酮 还 原 酶 活性 。 酶 活 定 


SCA: 每 1 min 时 间 催 化 消耗 1 umol NADH 所 需 酶 量 为 一 个 酶 活力 单位 (1U)。 在 40°C, 


lim] 


pH 6.0 BERRIREN (100 mM》 中 进行 动力 学 参数 Kms Vao Ka TIE, f pH. SE 
冲 液 、 辅 酶 、 酶 浓度 等 参数 不 变 ， 丁 二 酮 浓度 [8 从 0.125 mM 至 20 mM 依次 递增 ， 测 定 其 
co 反应 速度 V, 所 得 数据 通过 Origin 非 线性 拟 合 得 到 Ka 和 Vn， 进而 计算 出 Kew: 

= 丁 二 酮 还 原 酶 立体 异 构 体 选 择 性 ，1 mL 酶 促 反应 体系 中 (100 mM RRA, pH 


6.0)， 加 入 100 mM 丁 二 酮 ，60 mM NADH 和 适量 酶 液 ，40°C 条 件 下 反应 24 h。 用 等 体积 


乙酸 乙 酯 蔡 取 ， 用 手 性 气相 色谱 柱 检 测 酶 催化 反应 产物 的 光学 纯度 。 


= 1.2.4 休止 细胞 的 制备 


将 成 功 构 建 并 保存 的 重组 菌 E. coli BL21(DE3)-pETDuet. E. coli BL21(DE3)-DAR E. coli 


BL21(DE3)-DAR/GDH 分 别 接种 至 LB 液体 培养 基 (100 ug/mL ZAR TP ERO 中 37°C 过 夜 活 


化 ;活化 后 的 种 子 液 按 2% 接 种 量 转 接 至 新 鲜 LB 培养 液 (100 ug/mL 毛茶 青 霉 素 ,200 mL/500 


mL 锥 形 瓶 ), 37°C, 250 r/min 震荡 培养 至 ODo00=0.6~0.8, 加 入 0.2 mM IPTG, 20°C, 125 r/min 


诱导 12 h; 离心 收集 菌 体 ， 生 理 盐 水 洗涤 2 次 后 重 悬 于 100 mM 磷酸 盐 缓 冲 液 ，4?C 冰箱 保 


存 。 后 续 用 于 12.5% SDS-PAGE 电泳 检测 ， 全 细胞 生物 催化 。 


1.2.5 全 细胞 生物 催化 合成 乙 偶 姻 以 及 催化 条 件 优 化 


在 摇 瓶 中 进行 全 细胞 催化 条 件 优化 〈10 mL/50 mL 锥 形 瓶 )， 转 速 为 150 r/min， 温 度 为 


30°C, pH 控制 在 7.0, 100 mM 磷酸 盐 缓 冲 液 ，8 gpcw,/L 休止 细胞 ，30 g/L 葡萄 糖 ，15 g/L 


丁 二 酮 〈 葡 萄 糖 / 丁 二 酮 摩尔 比 1:1)， 反 应 3h。 依 次 对 催化 反应 中 细胞 干 重 、 缓 冲 液 pH、 
反应 温度 、 和 葡萄 糖 / 丁 二 酮 摩尔 浓度 比 、 催 化 反应 转速 、 起 始 丁 二 酮 浓度 进行 优化 。 


1.2.6 分 析 方 法 


CD 菌 体 生长 的 测定 : 紫外 分 光 光 度 计 测定 菌 体 在 600 nm 处 的 吸光 值 ODe0oo， 对 应 细 
FÆ (DCW, Dry cell weight) 曲线 求 得 菌 体 干 重 值 。 细 胞 干 重 与 ODso 测 定 的 标准 曲线 换 


FARA: DCW (g/L)=0.3 x ODaoo。 


(20 葡萄 糖 含量 测定 : 反应 液 12 000 rmin， 离 心 S min， 取 上 清 稀释 至 合适 倍速 ， 


SBA-40D 生物 传 感 分 析 仪 测定 。 


(3) 丁 二 酮 和 乙 偶 姻 含量 采用 气相 色谱 系统 (Agilent 7890A 气相 色谱 仪 ) 检测 。 色 谱 


Y 柱 为 Phenomenex ZB-WAXplus 毛细 管 色谱 柱 (30 m x 0.32 mm x 025 um); 检测 器 为 FID 


ly 氧 火 焰 检 测 器 。 载 气 为 氮气 ， 流速 1.6 mL/min。 进 样 口 、 检 测 器 温度 230"C。 升 温 程序 : 起 


始 柱 温 100°C, 保留 1 min; 20°C/min 升温 至 180°C, 保 留 3 min; 最 后 30°C/min 升温 至 230°C, 
保留 1 min。 

x (4) (9)- 乙 偶 姻 光学 纯 的 检测 。 所 用 气相 色谱 柱 为 Agilent Cyclosil-B 手 性 色谱 柱 (30 m 
一 x 032 mm x 025 um); 检测 器 为 FID 氧 火焰 检测 器 。 载 气 为 氮气， 流速 1.6 mL/min. PERE 


C E 口 温度 和 检测 器 温度 240"C。 升 温 程序 : 起 始 柱 温度 100°C, 保留 1 min， 然 后 以 10°C/min 


的 速度 升温 至 120°C, VA 6?C/min 的 速度 升温 至 130°C, L 20°C/min 的 速度 升温 至 230°C。 


(5)- 乙 偶 姻 光 学 纯度 计算 式 : [SISHIR] x 100%， 式 中 [S] 代 表 (5)- 乙 偶 姻 峰 面 积 ，[R] 代 表 
(R)- 乙 侦 姻 峰 面积 


2 结果 与 分 析 
2.1 DAR 和 GDH 表达 载体 的 构建 


将 PCR 扩 增 得 到 dar 片段 (720 bp BamH V Hind Il), E&]XE P228 pETDuet-1, MEE 


pa 


组 质粒 pETDuet-dar。 同样 的 方法 将 gdh 片段 (786 bp Nde VAat 1), 酶 切 连 接 至 PETDuet-dar 


， 构 建 重组 质粒 pETDuet-dar/edh. 分 别 对 重组 质粒 pETDuet-dar All pETDuet-dar/edh 进行 


酶 切 验证 ， 如 图 1(a) 所 示 ， 重 组 质粒 pETDuet-dar 经 BamH I 单 酶 切 产 生 了 6 092 bp 的 单一 


条 带 ， 经 BamH VHind M 双 酶 切 ， 产 生 了 5 372 bp 和 720 bp 的 两 条 带 ， 与 预计 大 小 一 致 。 


由 图 1(b) 可 知 , 重组 质粒 pETDuet-dar/gdh 经 NgeI 和 Nde VAat I 双 酶 切 , 分 别 产生 6 836 bp 


的 单一 条 带 和 6 050 bp/ 786 bp 两 条 带 。 进 一 步 将 酶 切 验证 正确 的 重组 质粒 送 至 南京 金 斯 瑞 


测序 ,测序 结果 与 GenBank 报道 的 序列 一 致 ,证 明 重 组 质粒 pETDuet-dar fll pETDuet-dar/gdh 
构建 成 功 。 
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1 重组 质粒 的 酶 切 验证 


Figure 1. Identification of the recombinant plasmid by enzyme digestion. 


(a) 泳 道 1: pETDuet-dar (BamHI iE); WK 2: pETDuet-dar (BamH VHind M IYJ); M1: markerIV; M2: marker DL2000; 


(b) M1: markerIV; M2: marker DL2000; 泳 道 1: pETDuet-dar/edh (NdeI 单 酶 切 ); VK 2: pETDuet-dar/edh (Nde VAat YI 双 酶 切 ) 


(a) Lane 1: pETDuet-dar digested by BamH I; Lane 2: pETDuet-dar digested by BamH I and Hind III; M1: marker IV; M2: marker DL2000; (b) 


MI: marker DL2000; M2: marker IV; Lane 1: pETDuet-dar/gdh digested by Nde I; Lane 2: pETDuet-dar/edh digested by Nde I and Aat II. 
2.2 DAR 和 GDH 的 诱导 表达 及 DAR 的 纯化 


分 别 将 重组 质粒 pETDuet-dar 和 pETDuet-dar/edh 转化 大 肠 杆 菌 BL21(DE3)， 挑 取 转 化 


FTLB 培养 基 中 用 PTG 诱导 培养 , 收集 的 菌 体 经 预 处 理 后 进行 SDS-PAGE 分 析 。 结 果 ( 图 


2) 显示 , HHAH E. coli BL21(DE3)-DAR, E. coli BL21(DE3)-DAR/GDH 分 别 在 大 约 27 KDa, 


27 KDa 和 29 KDa 处 有 特异 性 条 带 , 表 明 DAR, DAR 和 GDH 分 别 在 E. coli BL21(DE3)-DAR 


fll E. coli BL21(DE3)-DAR/GDH 中 获得 高 效 表 达 。 将 E. coli BL21(DE3)-DAR 发 醇 菌 体 经 冰 


浴 超 声 破 碎 ，HiTrap TALON 柱 杀 和 层 析 纯化 ， 得 到 大 小 约 27 KDa 的 单一 条 带 。 
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2 DAR 和 GDH 在 £ co/i BL21 (DE3) 中 的 表达 及 纯化 
Figure 2. SDS-PAGE analysis of DAR and GDH expressed in £.co/; BL21(DE3) and the purified 


recombinant DAR. 


M: 蛋白 marker; 泳 道 1: E.coli BL21(DE3) -pETDuet; 泳 道 2: E.coli BL21(DE3)-DAR; 泳 道 3: E.coli BL21(DE3)-DAR/GDH; 


Ui 4: 纯化 的 DAR 
M: marker; Lane 1: E.coli BL21(DE3)-pETDuet; Lane 2: E.coli BL21(DE3)-DAR; Lane 3: E.coli BL21(DE3)-DAR/GDH; Lane 4: 


Purified recombinant DAR. 
2.3 DAR 的 酶 学 性 质 


根据 米 氏 方程 , 得 出 DAR 对 底 物 丁 二 酮 的 动力 学 参数 (Km、Vmax、 Keat): DAR 以 NADH 
为 辅酶 还 原 丁 二 酮 的 米 氏 常数 Kn、 最 大 众 化 速率 Vma WEEER Kot 分 别 为 2.59 mM，1.64 
umol/L:min:mg, 12.3/s, DAR 催化 丁 二 酮 生成 (9)- 乙 偶 姻 的 光学 纯度 为 95.86 %。 说 明 多 粘 
芽孢 杆菌 DSM 365 丁 二 酮 还 原 酶 有 较 好 的 催化 效率 和 立体 异 构 体 选择 性 ， 可 用 于 构建 全 细 
胞 催化 剂 催化 合成 (9)- 乙 偶 姻 。 


2.4 全 细胞 生物 催化 剂 催化 


分 别 取 适量 休止 细胞 E. coli BE2I(DE3)-pETDuet. E. coli BL21(DE3)-DAR E. coli 
BL21(DE3)-DAR/GDH， 进 行 全 细胞 生物 催化 。 由 于 每 合成 1 分 子 (9)- 乙 偶 姻 需 要 消耗 1 分 
子 还 原型 辅酶 NADH， 重 组 菌 E. coli BL21(DE3)-DAR 依靠 内 源 性 辅酶 再 生 系统 ， 催 化 合成 
2.21 g/L 乙 偶 姻 ， 生 产 速 率 仅 0.74 g/(L-h)。 构 建 辅酶 再 生 系 统 后 ， 众 化 效率 大 幅 提 高 。 相 同 


ZEF, EHR E. coli BL21(DE3)-DAR/GDH 可 催化 合成 5.03 g/L 乙 偶 姻 ， 生 产 速 率 1.68 


p 


g(LIH， 是 单独 表达 丁 二 酮 还 原 酶 时 的 2.28 fit CX 2D. 
表 2 全 细胞 生物 催化 剂 的 生物 转化 


Table 2. The products of batch bioconversion with whole-cell biocatalyst 


本 二 酮 Diacetyl 乙 偶 姻 Acetoin 生产 速率 Productivity 
菌株 Strain 
(g/L) (g/L) (g/(L-h)) 
E. coli BL21(DE3)-pETDuet 14.35 + 0.28 ND! ND 
E. coli BL21(DE3)-DAR 12.72 + 0.05 2.2] € 0.33 0.74 € 0.11 
E. coli BL21(DE3)-DAR/GDH 9.76 + 0.39 5.03 + 0.48 1.68 + 0.16 


D Represents no data. 


2.5 全 细胞 生物 催化 剂 催化 条 件 优化 


为 了 提高 全 细胞 生物 催化 剂 合成 乙 偶 姻 的 效率 , 分 别 考 察 了 生物 催化 合成 中 的 相关 因素 
对 乙 偶 姻 生物 合成 的 影响 。 由 于 菌 体 浓度 限制 了 合成 过 程 中 生物 催化 剂 的 总 量 ，pH 和 温度 


N 又 与 催化 反应 中 细胞 催化 剂 的 活力 和 稳定 性 密切 相关 ， 依 次 对 催化 反应 中 菌 体 浓度 、pH、 
c 温度 3 个 单 因 素 进 行 了 优化 。 结 果 如 图 3(2). (b). (Aras, TE 100 mM 磷酸 盐 缓 冲 液体 系 ， 


= 全 细胞 催化 生物 合成 乙 偶 姻 的 最 适 干细胞 浓度 为 12 geocw/L, fg3& pH 为 6.5， 最 适 温度 
C 40°C. 

进一步 考察 葡萄 糖 / 丁 二 酮 摩尔 浓度 比 和 摇 床 转速 对 全 细胞 催化 合成 乙 偶 姻 的 影响 。 
图 3(d) 可 知 ， 随 着 和 葡萄糖/ 丁 二 酮 摩尔 浓度 比 的 增加 ， 乙 偶 姻 的 产量 显著 增加 ， 当 葡萄 糖 / 丁 


二 酮 摩尔 浓度 比 为 3.0, 乙 偶 姻 产量 最 高 , 而 后 下 降 。 图 3(e) 显 示 , 当 摇 床 转速 在 75-100 r/min 
时 催化 效率 较 高 ， 继 续 增 加 转速 ， 乙 偶 姻 产量 下 降 。 说 明 微 氧 环境 下 胞 内 的 氧化 还 原状 态 更 
FL 适合 DAR 催化 。 最 后 考察 了 丁 二 酮 起 始 谊 度 对 生物 转化 的 影响 。 乙 偶 姻 产量 随 着 丁 二 酮 起 
台 浓 度 增 加 而 增加 , 当 丁 二 酮 起 始 浓度 为 17.5 g/L IN, 乙 偶 姻 产量 16.24 g/L, 转化 率 92.896, 
继续 增加 丁 二 酮 起 始 浓 度 ， 乙 偶 姻 产量 昌 有 所 增长 ， 转 化 率 却 呈 下 降 趋 势 。 当 丁 二 酮 起 始 浓 
度 为 22.5 g/L 时 ， 乙 偶 姻 产 量 最 高 ， 达 18.85 gL， 对 应 转化 率 仅 83.7% (E30). MAM 
当 是 高 浓度 底 物 抑制 了 菌 体 活力 ， 进 而 影响 了 催化 效率 。 
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3 全 细胞 生物 催化 剂 催化 条 件 的 优化 


酮 浓度 过 


起 始 丁 


of recombinant; (b) pH; (c) Temperature; (d) Ratio of glucose to 


Ca) 干细胞 浓度 ;(b) pH; C) 温度 ， CdO 葡萄 糖 / 丁 


3(f) FY A, 


由 图 
条 件 的 基础 上 进行 补 料 合成 乙 偶 姻 。 


效 的 补 料 策略 可 以 显著 提高 目标 产物 的 产量 09， 为 了 得 到 更 高 浓 / 


2.6 优化 催化 条 件 下 补 料 合成 乙 偶 姻 
X 


(a) Concentration 


量 ， 并 根据 需要 补 加 丁 二 酮 和 葡萄 糖 ， 调 整 pH 至 6.5， 以 促使 催化 反应 有 效 进 行 。 结 果 〔 医 
4) ER, WARM 10h 后 ， 累 计 消 耗 63 g/L 丁 二 酮 ， 转 化 合成 51.26 g/L 乙 偶 姻 ， 转 化 率 


81.37%， 生 产 速率 5.13 g/(L-h). 


P S 
二 B 
[- 
& 60 9 
Ss 
4 - 
A z © 
$ E 
É : 
bg” È 
,名 S 
- 9 
Ss 
S Q 
E * 20 P 
E x 
9 E 
= ER 

© 
© 0 NJ 

时 间 Time (h) 
4 优化 催化 条 件 下 的 补 料 生物 合成 
Figure 4. Fed-batch bioconversions under optimal condition. 
CAO CAR; Co) TiAl; Coo 葡萄 糖 
CAD Acetoin; (e) Diacetyl; (o) Glucose. 
3 讨论 


多 粘 芽 孢 杆 菌 是 目前 为 止 发 现 的 唯一 能 够 高 效 生产 高 光学 纯 (R,R)-2,3- 丁 二 醇 的 天 然 微 
AUS 2719。 前 期 对 多 粘 芽孢 杆菌 DSM 365 进行 全 基因 组 测序 与 注释 ,挖掘 到 合成 (5)- 乙 侦 
姻 的 关键 酶 一 一 丁 二 酮 还 原 酶 DAR 的 编码 基因 04。 本 文 首 次 对 该 丁 二 酮 还 原 酶 基因 dar 进 
行 克隆 表达 和 纯化 ， 酶 学 性 质 分 析 表 明 ，DAR 以 NADH 为 辅酶 还 原 丁 二 酮 的 米 氏 常数 Kin 
为 2.59 mM、 最 大 催化 速率 Vmax 为 1.64 pmol/L-min-mg、 催 化 常数 Koa J 12.3/s， 催 化 丁 二 
酮 生成 (9)- 乙 偶 姻 的 光学 纯度 为 95.86 %， 有 具有 较 好 的 众 化 效率 和 立体 异 构 体 选择 性 ， 可 应 
用 于 制备 酶 制剂 或 全 细胞 生物 催化 剂 合成 (9)- 乙 偶 姻 。 
全 细胞 生物 催化 的 本 质 是 利用 细胞 内 的 酶 进行 催化 , 克服 了 发 酵 法 和 酶 法 存在 的 诸多 缺 
点 ， 有 具有 高 立体 异 构 体 选择 性 ， 相 比 纯 酶 催化 剂 ， 胞 内 酶 稳定 性 更 好 ， 成 本 更 低 。 大 上 肠 杆 菌 


Mi 


( 
\ 


a 。 


属于 非 致 病菌 株 ， 具 有 生长 繁殖 快 、 易 实现 高 密度 培养 等 优点 ， 此 外 该 菌 遗 传 背 景 清晰 、 遗 
传 操作 技术 成 熟 ， 是 用 于 构建 微生物 细胞 工厂 合成 ($)- 乙 偶 姻 的 首选 宿主 之 一 。Gao 等 Ro 将 
多 粘 芽孢 杆菌 P. polymyxa ZJ-9 的 丁 二 酮 还 原 酶 基因 导入 E. coli Rosetta (DE3)， 反 应 所 需 
NADH 由 宿主 内 源 酶 系 催化 葡萄 糖 产 生 。 补 料 催化 生产 (9)- 乙 偶 姻 39.4 gL。 由 于 每 催化 丁 
二 酮 产生 1 分 子 乙 偶 姻 , 需要 消耗 一 分 子 NADH/NADPH, 而 宿主 内 源 NADH/NADPH 再 生 
系统 效率 较 低 ， 因 此 该 催化 反应 周期 较 长 (20 h)， 生 产 速 率 仅 1.97 g/(L-h). Xiao 等 2 在 大 
肠 杆菌 BL21(DE3) 中 引入 短 乳 杆菌 (Lactobacillus brevis) 的 NADH 氧化 酶 ， 成 功 构 建 胞 内 
辅 栈 
fit (17.8 gL)。 由 此 可 见 ， 构 建 合适 的 胞 内 辅酶 再 生 系 统 ， 对 提高 全 细胞 生物 催化 剂 的 催化 
效率 十 分 有 效 。 然 而 该 方法 所 用 底 物 为 光学 纯 meso-2,3- 丁 二 醇 ， 原 料 成 本 高 昂 ， 难 以 实现 
规模 化 量 产 。 

枯草 芽孢 杆菌 葡萄 糖 脱氧 酶 稳定 性 好 ， 适 用 性 广 (NAD+ 和 NADP+ 依 赖 型 )， 广 泛 应 用 
于 生物 催化 氧化 还 原 反应 的 辅酶 再 生 B,222。 本 研究 在 大 肠 杆 菌 系统 中 构建 外 源 辅 酶 再 生 系 
统 ， 同 时 表达 丁 二 酮 还 原 酶 DAR 和 和 葡萄糖 脱氧 酶 GDH， 催 化 效率 大 幅 提高 。 相 同 条件 下 ， 
重组 菌 E.coli BL21(DE3)-DAR/GDH 催化 合成 乙 偶 姻 的 产量 和 速率 是 单独 表达 DAR 时 的 


再 生 系统 ，(9)- 乙 偶 姻 产量 达 36.7 gL， 是 单独 表达 (2R,3R)-2,3- 丁 二 醇 脱氧 酶 时 的 2.06 


m 


2.28 倍 。 优 化 催化 条 件 ,， 以 重组 菌 E. coli BL21(DE3)-DAR/GDH 为 全 细胞 生物 催化 剂 分 批 补 
料 还 原 丁 二 酮 ， 乙 偶 姻 产量 达到 51.26 gL， 生 产 速 率 5.13 g/(L h)。 所 用 原料 丁 二 酮 为 非 手 
性 化 合 物 , 解决 了 手 性 化 合 物 底 物 成 本 高 昂 的 难题 ,具有 较 高 的 生产 应 用 价值 。 需 要 说 明 的 
是 , 本 研究 中 使 用 全 细胞 生物 催化 剂 合成 (9)- 乙 偶 姻 的 光学 纯度 与 纯 酶 催化 相 比 , 略 有 下 降 。 
可 能 与 大 肠 杆菌 自身 携带 的 丁 二 酮 还 原 酶 、 甘 油 脱 氧 酶 等 酶 系 的 非特 异性 催化 有 关 。 
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